Разработка технологии липосомальной формы экстракта кукурузы столбиков с рыльцами сухого by Дворникова, Л. Г. et al.





РАЗРАБОТКА ТЕХНОЛОГИИ ЛИПОСОМАЛЬНОЙ ФОРМЫ  
ЭКСТРАКТА КУКУРУЗЫ СТОЛБИКОВ С РЫЛЬЦАМИ СУХОГО
DEVELOPMENT OF TECHNOLOGY OF LIPOSOMAL FORMS 
OF CORN SILK DRY EXTRACT
Л.Г. Дворникова, Н.Г. Бекишева, О.Н. Мазко, Ю.В. Кореновский 
L.G. Dvornikova, N.G. Bekisheva, O.N. Mazko, Y.V. Korenovsky
Алтайский государственный медицинский университет,
Россия, 656038, г. Барнаул, пр. Ленина, д. 40
Altai State Medical University,
40 Lenina St., Barnaul, 656038, Russia
E-mail: lioubov.dv@mail.ru
Аннотация
Работа посвящена выбору оптимальной технологии получения липосом с экстрактом кукурузы 
столбиков с рыльцами сухим. Для приготовления липосом использовали фосфолипидный 
концентрат, содержащий спирторастворимую фракцию фосфолипидов лецитина, холестерин и а- 
токоферол в соотношении 30:10:1. Липосомы получали методами инжекции, 
дегидратации/регидратации и получения пролипосом. Контроль за получением липосом 
осуществляли методом оптической микроскопии. Сравнительную оценку проводили по 
параметрам: средний размер, эффективность включения экстракта в липосомы и индекс 
окисленности липосомальных фосфолипидов. Наиболее эффективным способом получения 
липосомальной формы экстракта кукурузы столбиков с рыльцами сухого является метод получения 
твердой пролипосомальной субстанции с использованием лактозы при соотношении фосфолипидов 
и экстракта 2:1 .
Abstract
The authors of the paper selected the optimal technology of liposomes with corn silk dry extract. Alcohol 
soluble phospholipids of lecithin, cholesterol and а-tocopherol in a ratio of 30:10:1 was used as components 
of the liposomal membrane. Liposomes were prepared by injection, dehydration / rehydration and 
proliposomes methods. The formation of liposomes was monitored by optical microscopy. A comparative 
evaluation of the methods for obtaining liposomes was carried out according to parameters: mean size of 
liposomes, efficiency of inclusion of the extract in liposomes and oxidation index of liposomal 
phospholipids. The quantitative data were processed statistically using a one-way ANOVA. The optimal 
method for obtaining liposomes with corn silk dry extract is the proliposomal technology. The optimal ratio 
of "phospholipids: extract" was 2:1. Proliposomal substance is obtained by grinding the corn silk dry extract 
and lactose, mixing with phospholipid concentrate and drying to obtain a pulverulent mass.
Ключевые слова: экстракт сухой, кукурузы столбики с рыльцами, флавоноиды, липосомы, 
пролипосомы.
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Введение
Экстракт кукурузы столбиков с рыльцами сухой предложен сотрудниками АГМУ в 
качестве перспективного гепатопротекторного средства [Дворникова и др., 2012]. Особен­
ностями технологии данного экстракта являются многоступенчатое противоточное экстра­
гирование, использование в качестве экстрагента спирта этилового 60 % [Турецкова и др., 
2014], а в качестве сырья -  столбиков с рыльцами, заготовленных в период молочно-воско­
вой спелости початков кукурузы [Дворникова, Турецкова В.Ф., 2010]. Данные факторы обу­
словили получение экстракта с высоким содержанием флавоноидов и фенолокислот.
Основными недостатками растительных гепатопротекторов являются низкая биоло­
гическая доступность действующих веществ (20-50 %) [El-Gazayerly et al., 2014] и недо­
статочная их тропность к органу-мишени [Матвеев, 2013].
Для улучшения биологической доступности флавоноидов, и, как следствие, их гепа- 
топротекторной активности, предлагается технология комбинированных лекарственных 
препаратов, содержащих фитокомпонент и фосфолипиды [Angelico et al., 2014; El-Gazayerly 
et al., 2014; Khan et al., 2016].
Фосфолипиды, входящие в состав комбинированных гепатопротекторов, обладают 
способностью образовывать бислой [Новикова и др., 2017], что обуславливает возмож­
ность создания липосомальных форм препаратов. Следует отметить, что 90 % липосом в 
организме человека поглощаются печенью («пассивное нацеливание») [Storm, Crommelin, 
1998]. Следовательно, создание липосомальных форм растительных гепатопротекторов 
обеспечит их направленную доставку в орган-мишень. Так, гепатотропность и высокая сте­
пень абсорбции липосомальной лекарственной формы подтверждена рядом экспериментов 
для флавноида силибинина [Elmowafy et al., 2013; Kumar et al., 2014; Wang et al., 2015], а 
также для других фенольных соединений, в частности, феруловой кислоты, кверцетина, 
кемпферола, лютеолина и апигенина [Feng et al., 2016; Karthivashan et al., 2016; Huang et al.,
2017].
Целью исследования является выбор оптимальной технологии получения липосом 
с экстрактом кукурузы столбиков с рыльцами сухим.
Объекты и методы исследования
Объектами исследования являлись экстракт кукурузы столбиков с рыльцами сухой, 
полученный на кафедре фармации ФГБОУ ВО АГМУ Минздрава России (1.09±0.01 % фла- 
воноидов и 4.18±0.19 % фенолокислот), лецитин соевый гранулированный (ООО «Плеза», 
Россия), холестерин (Panreac, кат. № 371274.1211, Испания), а-токоферол в виде масляного 
раствора 10 % (ОАО «Самарамедпром», Россия).
В качестве растворителя был выбран спирт этиловый 95 %, поскольку по сравнению 
с другими органическими растворителями он обладает наименьшей токсичностью для ор­
ганизма, тем самым упрощая процесс приготовления липосом, т. к. нет необходимости уда­
лять остатки растворителя из липосомальной лекарственной формы.
Для удобства приготовления липосом был получен фосфолипидный концентрат, со­
держащий спирторастворимую фракцию фосфолипидов (ФЛ) лецитина, холестерин для по­
вышения стабильности липидной мембраны [Kumar et al., 2014] и а-токоферол для предот­
вращения перекисного окисления компонентов липосом [Shulga, 2016]. Соотношение ФЛ, 
холестерина и а-токоферола составляло 30:10:1. Соотношение ФЛ и экстракта -  1:1.7.
Липосомы получали тремя методами: инжекции [Магдеева, 2015], дегидратации/ре­
гидратации [Новикова и др., 2017] и получения пролипосом [Khan et al., 2018].
Получение липосом инжекционным методом заключалось в следующем: экстракт 
кукурузы столбиков с рыльцами сухой растворяли в воде очищенной и в полученный рас­
твор вспрыскивали фосфолипидный концентрат тонкой иглой при ручном встряхивании.
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В методе дегидратации/регидратации фосфолипидный концентрат разводили в 
спирте этиловом 95 %, помещали в круглодонную колбу и выпаривали на испарителе рота­
ционном ИР-1-ЛТ при температуре 37 °C, давлении 0.9...—1.0 атм и вращении ротора 50 
об/мин до образования тонкой пленки. Экстракт растворяли в воде очищенной и получен­
ным раствором смывали липидную пленку со стенок колбы.
Для получения пролипосом экстракт кукурузы столбиков с рыльцами сухой измель­
чали с лактозой, добавляли фосфолипидный концентрат и перемешивали. Полученную 
смесь высушивали в шкафу сушильном вакуумном ШСВ-45 при давлении 0.9...—1.0 атм в 
течение 15 мин до получения порошкообразной массы.
Липосомальные формы экстракта кукурузы столбиков с рыльцами сухого изучались 
по следующим параметрам:
1. Морфология липосом (метод оптической микроскопии на микроскопе Микромед- 
2 при увеличении в 1000 раз без окрашивания) [Bibi et al., 2011].
2. Средний размер липосом определяли методом спектротурбидиметрии / «спектра 
мутности» [Бабаев и др., 2011; Кленин и др., 1977]. Предпочтительными считались липо­
сомы размером более 150 нм, так как частицы этого размера задерживаются при печеноч­
ной фильтрации [Барышников, 2012].
3. Эффективность включения экстракта кукурузы столбиков с рыльцами сухого в 
липосомы оценивали по содержанию флавоноидов, определяемому методом дифференци­
альной спектрофотометрии [Забоева и др., 2015].
4. Степень окисленности липосомальных фосфолипидов оценивали по индексу 
окисленности (Io), устанавливаемому спектрофотометрически как отношение оптической 
плотности растворов при длинах волн 233 и 215 нм. При этом учитывали, что оптимальное 
значение Io должно составлять 0.4, а окисление фосфолипидов выше значений 0.6 приводит 
к рискам нестабильности продукта во время хранения [Стадниченко и др., 2017].
Выбор оптимального соотношения фосфолипидов и экстракта кукурузы столбиков 
с рыльцами сухого осуществляли по проценту включения экстракта в липосомы.
Статистическую обработку данных проводили с использованием статистического 
пакета программы SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc., США). Данные представлены в виде 
среднего значения с учетом стандартного квадратического отклонения. Количественные 
показатели липосом, полученных разными методами, оценивали с помощью однофактор­
ного параметрического дисперсионного анализа (ANOVA). Различия в показателях оцени­
вались по критерию Холма-Сидака и считались статистически значимыми при p<0.05.
Результаты и их обсуждение
Согласно данным микроскопического анализа, образование липосом произошло при 
использовании всех методов приготовления. В микропрепарате липосом, приготовленных 
методом инжекции (рис. 1 a), наблюдается большое количество липосом, размеры гетеро- 
генны, преобладают более мелкие липосомы. В микропрепарате липосом, приготовленных 
методом дегидратации/регидратации (рис. 1 b), наблюдается некоторое количество липо- 
сом, размеры гетерогенны, преобладают крупные и средние липосомы. При получении пре­
парата по пролипосомальной технологии (рис. 1 c) наблюдается большое количество липо- 
сом, размеры гетерогенны, преобладают средние липосомы.
Результаты экспериментов по установлению среднего размера липосом, эффектив­
ности включения действующих веществ и индексу окисленности липосомальных фосфоли­
пидов обобщены в таблице.
Окисление липосомальных фосфолипидов при получении липосом с экстрактом ку­
курузы столбиков с рыльцами сухим всеми методами характеризуется значениями Io, при­
ближающимися к предельно допустимому значению 0.6 [Стадниченко и др., 2017]. Для сни­
жения рисков нестабильности липосом при хранении следует увеличить количество а-то- 
коферола в рецептуре фосфолипидного концентрата.








Рис. 1. Микропрепараты липосом с экстрактом кукурузы столбиков с рыльцами сухим, приготов­
ленных методами инжекции (a), дегидратации/регидратации (b) и получения пролипосом (c) 
Fig. 1. Optical microscope images of liposomes with corn silk dry extract, prepared by the injection (a), 
dehydration/rehydration (b) and proliposomes (c) methods
Характеристика методов получения липосом с экстрактом кукурузы столбиков с рыльцами сухим 
Characteristics of methods for obtaining liposomes with corn silk dry extract
Показатели

















Индекс окисленности (Io) 0.573±0.009 0.593±0.013 0.580±0.013 p=0.055
Примечание: данные представлены в виде среднего значения с учетом стандартного откло­
нения (n=5). Достоверность количественных различий оценивали с использованием критерия 
Холма -  Сидака (p). pi -  достоверность различий в характеристиках липосом, полученных мето­
дами инжекции и дегидратации/регидратации; р2 -  достоверность различий в показателях липосом, 
полученных методом инжекции и пролипосомальной технологией; р3 -  достоверность различий в 
показателях липосом, полученных методом дегидратации/регидратации и пролипосомальной тех­
нологией.
Липосомы, имеющие предпочтительный размер (более 150 нм) и, следовательно, 
способные задержаться в печени [Барышников, 2012], получают методами дегидратации / 
регидратации и пролипосомальной технологией. Наиболее эффективным способом получе­
ния липосомальной формы экстракта кукурузы столбиков с рыльцами сухого является ме­
тод получения пролипосом, т.к. при данном методе достигается наиболее высокий процент 
включения экстракта в липосомы.
Эффективность включения флавоноидов экстракта кукурузы столбиков с рыльцами 
сухого в липосомы (при получении по пролипосомальной технологии) составила 56.9±0.6,
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85.1 ±0.6 и 100±0.0 при соотношении ФЛ и экстракта 2:3; 2:2 и 2:1 соответственно (n=5, 
p<0.001). При конструировании липосомальной формы экстракта кукурузы столбиков с 
рыльцами сухого по технологии получения пролипосом наиболее целесообразно использо­
вать соотношение ФЛ и экстракта 2:1.
Заключение
Оптимальным способом получения липосомальной лекарственной формы экстракта 
кукурузы столбиков с рыльцами сухого является метод получения пролипосом как обеспе­
чивающий наибольший процент инкапсулирования флавоноидов экстракта внутрь образу­
ющихся липосом. Пролипосомальную субстанцию получают путем измельчения экстракта 
кукурузы столбиков с рыльцами сухого с лактозой, смешивания с фосфолипидным концен­
тратом и высушивания до получения порошкообразной массы. При добавлении фосфоли- 
пидного концентрата необходимо придерживаться соотношения фосфолипидов и экстракта 
кукурузы столбиков с рыльцами сухого 2:1, поскольку при данном соотношении включе­
ние флавоноидов экстракта кукурузы столбиков с рыльцами сухого в липосомы равно 
100 %.
Пролипосомальная субстанция экстракта кукурузы столбиков с рыльцами сухого, 
представляющая собой твердую порошкообразную массу, имеет технологические преиму­
щества перед липосомальными суспензиями изучаемого экстракта, полученными методами 
инжекции и дегидратации/регидратации. При получении пролипосом требуется наиболее 
простое технологическое оборудование, а также отсутствует необходимость введения в 
технологическую схему производства стадии обезвоживания липосомальной формы для 
получения твердых лекарственных форм на ее основе. Пролипосомальную субстанцию экс­
тракта кукурузы столбиков с рыльцами сухого можно использовать для получения перо- 
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